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Abstract 
 
Study on exploration of immunocontraception agents for wildlife fertility regulation has been conducted. 
The aim of this study was carried to find out the protein which functionable in mice embryos implantation. The 
outcome of this study should be applied to control the fertility of wildlife animals. This research conducted during 
ten months in BSF Laboratory of Biology Department FMIPA UNDIP and 3rd Unit of UGM LPPT. Adult female 
and male mice with 28 – 30 grams in weight were used as laboratory animals. Mice were divide into two groups, one 
group as positive control group without mated, the other were  mated group. Mice handled and breeded in laboratory 
condition. The precise day of pregnancy were determined with vaginal plug existences in female mice. Protein were 
isolated from uterus on day 1st to 5th of pregnancy. Protein isolation and separation with electrophoresis were based 
on Bio-rad manual. This study show that there are no differences in protein band between positive control group and 
pregnant group. These study suggested that protein determining embryo implantation process is regulatory protein 
which it has expressed in short time and fast withdrawl. 
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Abstrak 
 
Penelitian awal mengenai eksplorasi agensia imunokontrasepsi untuk regulasi fertilitas hewan liar telah 
dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan atau mengisolasi protein yang menentukan keberhasilan implantasi 
embrio pada mencit (Mus musculus L.).  Luaran penelitian ini adalah protein yang berpotensi  sebagai agensia 
imunokontrasepsi sehingga dapat dimanfaatkan untuk fertility control  hewan liar. Penelitian dilakukan selama 
sepuluh bulan di Laboratorium BSF Hewan Jurusan Biologi FMIPA UNDIP dan LPPT Unit III UGM. Hewan uji 
yang digunakan adalah mencit BALB/c betina dan jantan dewasa kelamin dengan berat berkisar 28- 30 gram. Mencit 
dibagi dalam dua kelompok control, satu kelompok sebagai kontrol positif (tidak dikawinkan) sedangkan kelompok 
lain adalah kelompok yang dikawinkan. Mencit dipelihara dan dikawinkan dalam kondisi laboratorium yang 
terkontrol. Kebuntingan ditentukan dengan adanya vaginal plug pada mencit betina. Protein diisolasi dari sampel 
uterus yang diambil pada usia kebuntingan satu sampai lima hari. Isolasi dan separasi protein dilakukan berdasar 
manual dan standard protein produk Bio-Rad. Penelitian ini menunjukkan band protein yang sama antara mencit 
yang dikawinkan dengan mencit kontrol sehingga dapat disimpulkan bahwa protein penentu implantasi embrio 
merupakan regulatory protein yang diekspresikan dalam waktu yang singkat dan withdrawl yang cepat.  
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PENDAHULUAN 
Fertility control merupakan metode 
pengaturan fertilitas hewan dengan tujuan 
mengendalikan populasi hewan, terutama hewan 
liar (Cowan and Biscoe, 1997; Robinson et al., 
1997). Fertility control untuk hewan liar saat ini 
sangat intensif dilakukan karena hewan liar dapat 
menimbulkan beberapa efek yang merugikan, baik 
bagi kehidupan hewan lain ataupun kehidupan 
manusia. Hewan liar memiliki empat pengaruh 
utama, yaitu degradasi lingkungan, ancaman 
terhadap hewan dan tanaman asli, kehilangan 
produksi primer dan sumber penyakit. Beberapa 
spesies hewan liar juga menjadi pembawa atau 
mengubah inang menjadi pembawa penyakit yang 
potensial, misalnya tuberkulosa serta rabies 
(Cowan dan Biscoe, 1997). 
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Metode fertility control yang konvensional 
dilakukan metode penembakan, pemberian racun 
atau perangkap. Namun, metode tersebut tidak 
efektif untuk meregulasi populasi hewan liar 
dengan populasi yang besar dan jarak edar yang 
luas (Smith et al., 1997). Salah satu metode 
fertility control yang sudah dan terus 
dikembangkan adalah imunokontrasepsi. Metoda 
ini merupakan metoda biological control yang 
dianggap lebih humanis dan mampu menjaga 
kualitas lingkungan (Barlow, 1997). 
Imunokontrasepsi juga merupakan metoda 
kontrasepsi yang lebih baik, mudah diterapkan, 
efektif, relatif murah untuk populasi hewan yang 
besar serta dapat diterima dengan baik oleh 
berbagai kalangan (Smith et al., 1997; Barlow, 
1997). 
Prinsip metoda imunokontrasepsi adalah 
memacu respons imun hewan target dengan 
antigen yang berperan dalam sebagian tahap 
reproduksi sehingga laju reproduksi dapat 
dikontrol (Smith et al., 1997; Barlow, 1997). 
Metoda imunokontrasepsi dapat dilakukan dengan 
memasukkan vaksin secara langsung ke dalam 
tubuh hewan target atau melalui organisme lain 
yang berperan sebagai antigen serta vektor 
pembawa agensia tersebut, sehingga mampu 
memacu pembentukan antibodi pada hewan target 
(Hardy et al., 2007). Tujuan fertility control 
dengan menggunakan teknik imunokontrasepsi 
dalam skala besar adalah menimbulkan respons 
imun dan menjaga efektifitas respons imun untuk 
mengganggu proses yang terjadi dalam saluran 
reproduksi. Gangguan proses reproduksi pada 
akhirnya dapat menurunkan laju reproduksi hewan 
target (Ramsay dan Ramshaw, 1997). 
Metode imunokontrasepsi yang paling 
sering digunakan dalam regulasi fertilitas hewan 
adalah vaksin kontraseptif. Vaksin kontraseptif 
telah digunakan untuk menekan fertilitas beberapa 
hewan dengan cara memacu respons autoimun 
terhadap molekul yang esensial dalam proses 
reproduksi. Delves et al. (2002) dan Ferro (2002) 
menyatakan bahwa imunisasi hewan target dengan 
protein yang berasal dari spermatozoa, testis, 
ovarium, hormon dan protein reseptornya telah 
terbukti berhasil dalam menurunkan fertilitas pada 
sejumlah spesies. Pemberian vaksin ini dapat 
dilakukan dengan cara menginfeksikan langsung 
pada hewan target atau dengan perantaraan vektor 
pembawa (Naz et al.,2005).  
Metode imunokontrasepsi memerlukan 
komponen utama berupa protein yang esensial 
untuk proses reproduksi hewan yang dapat 
digunakan sebagai agensia penginfeksi hewan 
target sehingga menimbulkan respon imun. 
Metoda ini terbukti dapat digunakan untuk 
meregulasi fertilitas hewan, baik hewan 
domestikasi maupun hewan liar, sehingga hewan 
target memiliki respon imun secara alami dan 
regulasi fertilitas dapat berjalan secara alami pula 
(Hardy et al., 2004).  
Konsep imunokontrasepsi dapat dilakukan 
dengan terlebih dahulu mengisolasi dan 
mengidentifikasi protein atau peptida yang 
berperan penting dalam proses reproduksi. Apabila 
protein ini telah diidentifikasi maka dapat 
dilakukan identifikasi gen pengkode protein atau 
peptida tersebut (Robinson et al., 1997; Hardy et 
al., 2004). Selanjutnya, dapat dilakukan 
manipulasi protein atau gen sebagai antigen untuk 
memacu respons imun hewan target. 
Holland et al. (1997) menyatakan bahwa 
molekul antigen harus memenuhi beberapa 
kriteria, yaitu : protein memiliki fungsi esensial 
dalam tahap reproduksi dan tidak tergantikan, 
protein harus spesifik untuk gamet dan tidak 
dieskpresikan pada jaringan somatik, sangat 
imunogenik atau dapat dimanipulasi, gen 
pengkode protein tersebut dapat dimanipulasi. 
Bradley et al. (1999) dalam Hardy et al. (2004) 
menyatakan bahwa antigen juga sebaiknya bersifat 
species-specific. Grandy dan Rutberg, (2002) 
dalam Hardy et al. (2004) menyatakan bahwa 
antigen terpilih untuk vaksin kontrasepsi harus 
efektif, tahan lama, murah dan mudah diterapkan 
serta tidak memiliki efek samping. Immunogenitas 
suatu antigen ditentukan oleh beberapa faktor, 
yaitu harus bersifat asing, molekul berukuran 
cukup besar, serta susunan molekul kompleks 
(Stites et al., 2002; Roitt et al., 2005).  
Beberapa peptida telah berhasil diisolasi 
terekspresi dalam proses reproduksi serta dapat 
dijadikan agensia imunokontrasepsi, terutama pada 
tikus dan kelinci. Peptida tersebut adalah 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
(GMCSF), 27kDa heat-shock protein (HSP) 
plasenta, reseptor leukemia inhibitory factor 
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(LIFR), glikoprotein oviduk (OGP), proliferin 
(PLF), prolactin (PRL), protein sperma (SP56) dan 
sub unit zona pellucida (ZP1 dan ZP3) (Nie et al., 
1997; Robinson et al., 1997; Rice and Chart, 1998; 
Hu et al., 2007).   
Nie et al., (1997) menyatakan bahwa ada 
target baru untuk kontrasepsi, yaitu dengan 
menganalisis ekspresi gen spesifik dalam uterus 
pada periode kritis implantasi embrio. Hal tersebut 
disebabkan  interaksi antara blastokista dan uterus 
pada saat implantasi merupakan proses yang 
kompleks dan belum dimengerti secara lengkap. 
Interaksi yang kompleks antara blastokista dan 
uterus memerlukan koordinasi ekspresi protein 
secara terintegrasi. Saat ini telah ditemukan 16 
jenis mRNA yang terekspresi pada periode 
tersebut, enam diantara mRNA tersebut ditemukan 
dalam konsentrasi yang kecil (down regulated) 
pada implantation sites. Diantara mRNA yang 
telah ditemukan tersebut juga belum diteliti lebih 
lanjut mRNA yang berpotensi sebagai agensia 
imnuokontrasepsi. 
Implantasi merupakan serangakaian proses 
yang kompleks dengan beberapa regulator, berupa 
protein, sitokin, serta growth factor. Beberapa 
protein esensial dalam proses implantasi yang 
dieskpresikan dalam uterus diantaranya heparin 
binding epidermal growth factor, leukimia 
inhibitory factor, COX2, integrin spesifik dan 
inhibitor metalloprotein. Pada blastokista, protein 
esensial yang berperan dalam proses tersebut 
diantaranya proteoglikan heparin sulfat, adhesion 
promoting activities dan beberapa EGF. Sitokin, 
terutama IL-1, juga merupakan protein yang 
esensial dalam proses implantasi embrio (Rice and 
Chart, 1998; Carson et al., 2000; Norwitz et al., 
2001; Cross, 2002; Hardy dan Spanos, 2002; Paria 
et al., 2002).  
Penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi 
protein yang dieskpresikan pada periode 
implantasi embrio, dengan menggunakan mencit 
sebagai hewan coba. Selanjutnya, melalui 
serangkaian teknik rekayasa, protein yang berhasil 
diisolasi diharapkan dapat memacu respon imun 
hewan coba sehingga dapat digunakan untuk 
memprediksi hasil fertility control hewan liar 
dengan metode imunokontrasepsi. 
 
BAHAN DAN METODE 
Penelitian dilakukan selama 10 bulan, dari 
bulan Februari sampai  November 2010. Hewan uji 
untuk penelitian ini adalah mencit (Mus musculus 
L.) strain BALB/c, betina, virgin dengan rerata 
berat badan 28 gram. Mencit dipelihara dalam 
kondisi laboratorium yang terkontrol dengan 
makan dan minum diberikan secara ad libitum 
(sesuai metode Lloyd et al., 2003; Hardy et al., 
2004). 
Penelitian dilakukan dengan serangkaian 
tahapan. Tahap pertama adalah mengawinkan 
mencit dengan cara mengabungkan empat ekor 
mencit betina dengan satu ekor mencit jantan. 
Mencit betina yang telah kawin ditandai dengan 
terbentuknya vaginal plug (sumbat vagina). Hari 
dimana vaginal plug ditemukan diasumsikan 
sebagai hari pertama kebuntingan (sesuai metode 
Lloyd et al., 2003; Hardy et al., 2004). Kontrol 
positif pada penelitian ini dilakukan dengan 
sampel yang berasal dari hewan yang tidak 
dikawinkan, siklus estrus hewan kontrol ditentukan 
dengan vaginal smears (apus vagina). 
Tahap kedua adalah pemeliharaan mencit 
yang telah kawin. Mencit yang telah kawin atau 
yang telah ditentukan fase estrusnya dipisahkan 
dan dipelihara dalam kandang soliter. Pengambilan 
sampel uterus mencit yang bunting dilakukan pada 
hari kebuntingan 1, 2, 3, 4, 5, setiap jam 8 pagi, 
sedangkan pada mencit kontrol positif  dilakukan 
isolasi pada hari pertama sampai kelima setelah 
estrus. Isolasi uterus dilakukan setelah hewan uji 
dibunuh dengan cara dislokasi leher. Selanjutnya 
dilakukan sectio (pembedahan) daerah abdomen 
dan dilakukan isolasi uterus secara keseluruhan. 
Uterus yang telah diisolasi disimpan pada -20 oC 
sampai elektroforesis dilakukan.  
Tahap terakhir adalah elektroforesis, 
dilakukan dengan komposisi larutan dan protein 
standard sesuai dengan manual produk Bio-Rad. 
Sampel dihomogenisasi dengan larutan PBS 
(Phosphate Buffer Solution) selanjutnya dilakukan 
sentrifugasi bertahap. Sentrifugasi pertama 
dilakukan dengan kecepatan 700g selama 10 menit 
pada suhu kamar, sedangkan sentrifugasi kedua 
dilakukan dengan kecepatan 10000g selama 4 
menit pada suhu 4 oC. Supernatan yang terbentuk 
diambil untuk dilakukan pengukuran kandungan 
protein menggunakan Spektrofotometer UV 
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dengan λ280 dan λ260. Separating gel 
elektroforesis yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah konsentrasi 12%, sedangkan konsentrasi 
stacking gel adalah 3%. Loading sampel dilakukan 
dengan jumlah 20 µL sedangkan protein standard 
dilakukan dengan jumlah 6 µL. Running dilakukan 
selama 75 menit dengan kuat arus 60 mA dan 
tegangan 125 volt. Stainning (pewarnaan) gel 
dilakukan selama 1 malam. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil elektoforesis protein uterus 
dari hari ke-3 sampai dengan ke-5 kebuntingan 
disajikan pada Gambar 1. Meskipun protein 
diisolasi dari kebuntingan hari pertama sampai hari 
ke-5, hasil yang disajikan dalam penelitian ini 
merupakan sasaran utama karena implantasi 
embrio mencit menurut Johnson dan Everitt (1998) 
terjadi pada hari ke-4 kebuntingan.  
Hasil elektroforesis menunjukkan 
bahwa protein marker (standard) terseparasi 
dengan sempurna. Hal tersebut menggambarkan 
bahwa prosedur elektroforesis sudah benar karena 
protein marker sudah terseparasi dengan 
sempurna, yaitu secara berurutan dari berat 
molekul yang ringan : myosin, β-galactosidase, 
Bovine Serum Albumin, Ovalbumin, Carbonic 
Anhydrase, Lysin, dan Aprotinin. Berbeda dengan 
protein marker, protein sampel yang berasal dari 
hewan kontrol maupun yang dikawinkan dengan 
usia 3 sampai 5 hari menunjukkan band yang 
sama, tidak ada perbedaan. Band protein yang 
sama untuk semua sampel, baik hewan yang 
dikawinkan maupun kontrol, diduga  karena selisih 
waktu pengambilan sampel yang cukup jauh yaitu 
satu hari. Selisih waktu yang demikian 
kemungkinan tidak mampu mendapatkan protein 
target, yang diduga berperan kuat dalam proses 
implantasi embrio mencit. 
 
 
Gambar 1. Hasil elektroforesis dengan SDS-PAGE 
12 % 
Ket .:   K : Hewan kontrol ; W: Hewan 
dikawinkan, dengan umur kebuntingan 3,4   
           dan 5 hari; Protein Standard terdiri Myosin; 
β-Gal : β-galaktosidase; BSA :  
           Bovine Serum Abumin; Ovalb : Ovalbumin; 
CA = Carbonic Anhydrase;  
           STI : Soybean Tripsin Inhibitor ; Lys : Lysin 
; Apro : Aprotinin 
 
Implantasi merupakan proses yang 
penting dalam keberhasilan reproduksi pada hewan 
atau manusia (Ganong, 2003; Babayan et al., 2008; 
Chedrese, 2009; Van Mourik et al., 2009). Proses 
ini berlangsung melalui serangkaian tahapan yang 
rumit, melibatkan interaksi antara embrio dalam 
bentuk blastokista dengan endometrium uterus 
(Simona et al., 2004; Yang et al., 2006) serta 
berlangsung pada waktu dan tempat yang tepat 
(Duc-Goiran et al., 2003; Chedrese, 2009). Hasil 
akhir dari proses implantasi adalah invasi 
blastokista pada jaringan maternal untuk 
memperoleh nutrien esensial bagi kehidupan dan 
perkembangannya (Duc-Goiran et al., 2003; Van 
Mourik et al., 2009). 
Proses implantasi berlangsung dalam 
beberapa tahap yang sangat terkoordinasi, yaitu 
aposisi, adhesi dan invasi trofoblas (Simona et al., 
2004; Van Mourik et al., 2009).  Keseluruhan 
proses ini berlangsung dalam waktu yang sangat 
singkat yang disebut periode ”window 
implantation” (Duc-Goiran et al., 2003; Simona et 
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al., 2004; Van Mourik et al., 2009). Aposisi 
merupakan proses orientasi embrio dalam lumen 
uterus, adhesi merupakan proses perlekatan 
blastokista pada dinding endometrium uterus, 
sedangkan invasi merupakan proses yang 
memungkinkan trofoblas embrionik melakukan 
penetrasi ke dalam desidua maternal (Blakenship 
et al., 1993 dalam Simona et al., 2004; Van 
Mourik et al, 2009).  
Seluruh tahapan proses implantasi 
merupakan proses yang melibatkan interaksi 
embrio dengan dinding endometrium uterus yang 
melibatkan molekul sinyal endokrin, parakrin dan 
otokrin (Cross et al., 1994 dalam Simona et al., 
2004; Yang et al., 2004; Van Mourik et al., 2009). 
Komunikasi dua arah antara blastokista dan 
endometrium merupakan kunci keberhasilan 
implantasi (Cavagna and Mantese, 2003 dalam 
Van Mourik et al., 2009).  Interaksi antara embrio 
dan endometrium uterus induk yang terjadi selama 
proses implantasi ini merupakan hasil regulasi 
hormon, terutama hormon estrogen dan 
progesteron (Yang et al., 2004; Simona et al., 
2004; Chedrese, 2009; Van Mourik et al., 2009).   
Beberapa komponen yang berperan 
dalam proses implantasi diantaranya sitokin, 
adhesion molecules (Giudice, 1999; Inan et al., 
2004;), enzim proteolitik (Bulletti et al., 2005) 
serta growth factor (Lim dan Dey, 2009). Integrin 
dan fibronektin (Inan et al., 2004), trophinin, tastin 
dan blystin adalah molekul adhesi yang 
diekspresikan baik pada blastosis dan 
endometrium uterus dan diyakini berperan dalam 
proses implantasi (Nakayama et al., 2009). 
Penelitian pada tikus yang dilakukan Yuan et al. 
(2009) menunjukkan bahwa regulatory protein 
yang dieskpresikan saat implantasi adalah heat 
shock protein  105 (hsp105). Berat molekul 
komponen tersebut bervariasi dari 100 – 400 kDa 
(Inan, 2004; Bulletti et al., 2005; Jia-Rong et al., 
2009; Lim dan Dey, 2009 Nakayama et al., 2009; 
Yuan et al., 2009) sehingga secara teori dapat 
terdeteksi dalam elektroforesis. 
Molekul-molekul tersebut merupakan 
protein fungsional mengaktivasi sinyal dalam sel 
selama proses implantasi berlangsung (Devlin, 
2011). Protein fungsional yang mengatur proses 
biologis tertentu dikenal dengan istilah regulatory 
protein. Regulatory protein merupakan protein 
yang umumnya terekspresi pada waktu yang 
singkat dan dengan withdrawl yang cepat (Naz et 
al., 2005; Martin et al., 2006). Devlin (2011) 
menyatakan bahwa regulatory protein secara 
kualitatif disekresi bergantung pada kebutuhan 
atau situasi internal sel atau organisme. Dengan 
demikian, selisih waktu pengambilan sampel pada 
penelitian ini kemungkinan menjadi penyebab 
protein sasaran telah hilang dan tidak 
dieskpresikan lagi, sehingga tidak muncul band 
dalam gel elektroforesis.  
Regulatory protein yang disekresikan 
saat implantasi dapat digolongkan sebagai 
signalling protein (Krauss, 2005; Devlin, 2011). 
Signalling protein dalam proses implantasi 
merupakan protein yang berperan dalam proses 
adhesi sel melalui aktivasi sinyal dalam sel 
(Krauss, 2005). Protein tersebut disekresikan 
dalam jumlah yang kecil, dengan jumlah bervariasi 
bergantung pada perbedaan ukuran dan kelarutan 
relatif dalam air (Devlin, 2011).  Berpedoman pada 
hal tersebut maka kemungkinan penyebab kedua 
ketidakmunculan band dalam gel elektroforesis 
adalah kandungan protein yang kecil dalam sampel 
yang diisolasi.  
Penelitian tahap awal ini belum dapat 
mengisolasi protein target yang diinginkan 
sehingga penelitian lanjutan tetap dilakukan. 
Berpedoman pada hasil penelitian ini maka 
penelitian lanjutan akan dilakukan dengan interval 
pengambilan sampel yang lebih dekat (sekitar 3 
jam) dan loading sampel pada gel elektroforesis 
dilakukan dengan konsentrasi protein yang lebih 
tinggi.  Dengan modifikasi metode ini diharapkan 
protein target dapat ditemukan.  
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